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研究の概要： 

RNA は遺伝情報の中間処理を行うため、DNA と比較して遙かに多彩で動的な制御を受けている。本研
究では、種々の RNA結合タンパク質と標的 RNAが、液-液相分離によって複合的に遺伝子発現を制御す
るという仮説の下、病的相分離という新しい視点から、ウイルス感染、転移がん、遺伝病等に伴う遺伝子
発現の異常について分子病態に新解釈を提起することを目指す。 

 
研究分野：ケミカルバイオロジー 

キーワード：RNA結合蛋白質、液-液相分離、RNAプロセシング 

１．研究開始当初の背景 
液-液相分離は化学分野では古くから知られた現象であるが、特に近年、KHドメインや RRM（RNA 

recognition motif）と LCドメインの双方を有する複数の RNA結合タンパク質が濃度依存的に相転移を起
こしてハイドロゲル上の分巣集合体を形成するなど、細胞内の RNP下流形成モデルが示され、RNAバ
イオロジーの新しい研究対象として注目されるようになった。 

RRMと Serと Argを反復する RSドメインを有する SRタンパク質は核スペックルに集積し、液滴を
形成している可能性が高い。RSドメインは液-液相分離における LCドメインの条件に一致し、その可動
性はリン酸化修飾により制御を受けることが知られる。我々の創製した SRタンパク質のリン酸化を制御
する化合物は、RNA結合タンパク質のリン酸化状態を変えることによって、液滴の分散⇄集合に影響を
与えている可能性があるが、SRタンパク質のリン酸化状態と液-液相分離状態、液-液相分離状態が RNA
スプライシングに与える影響については定かではない。 

RNAの転写を司る RNAポリメラ−ゼ II（RNAPII）も液-液相分離構造を形成することが明らかとされ
ている(Nature 572, 2019)。即ち、細胞内の遺伝子の発現制御やスプライシング等の RNAプロセシングが
液-液相分離構造制御を介してさまざまに調節されていることが想定される。我々はこれまでに RNA結
合タンパク質 SFPQが CDK9および RNAPIIと相互作用して転写伸長を制御していることを見出してい
るが、RNAPIIを含む液-液相分離構造を形成する分子やその役割については未だ明らかでない。 
また、多種類のタンパク質や核酸が高濃度で存在する核内では、さまざまな RNP顆粒が不均一に存
在する。このことは、悪性腫瘍、ウイルス感染、トリプレットリピート病などの転写・RNAプロセシン
グ異常を伴う幅広い疾患で液滴形成の異常・病的相分離が分子病態に寄与することを示唆するが、液-液
相分離状態の変化が疾患病態に与える影響は未だに明らかでなく、液-液相分離状態への介入がその遺伝
子発現異常と、それに起因する病態を改善しうるかについては全く検討されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、我々が開発してきた技術・化合物と、液-液相分離を細胞内で観察・介入するケミカルバ
イオロジーの新しい研究手法を駆使して、新しい視点から SRタンパク質のリン酸化依存的スプライシン
グ制御機構の新断面を開き、遺伝性疾患、ウイルス感染、がん等に伴う遺伝子発現の異常について病的
相分離という新しい観点から分子病態に新解釈を提起することを目指す。近年勃興してきた液-液相分離
による遺伝子発現制御機構の新解釈が、これらの疾患の分子病態をどこまで説明出来るのか、またその
病的液-液相分離の是正が、新たな創薬理論となり得るのかという学術的「問い」に挑戦する。 
 
３．研究の方法 
本研究では、RNA結合タンパク質のリン酸化状態などの変化が静電作用による液-液相分離状態の閾値
を変え、RNAスプライシングや転写制御に与える影響を検証する。また種々の疾患の分子病態を核内の
RNA結合タンパク質と RNAから成る液滴の相分離異常の観点から解析し、病的相分離について全体像
の理解を目指す。本研究は、大きく(A)SRタンパク質ファミリーの液−液相分離とスプライシング制御、
(B)RNAPII結合タンパク質の液-液相分離と転写・RNAプロセシング制御、(C)病的状態での遺伝子発現
異常と液-液相分離異常の連関、の 3項目からなる。 

(A)においては主要な SRタンパク質を GFP融合タンパク質として産生・精製し、塩濃度・温度・添加
剤等による相分離変化について検討し、SRタンパク質の液-液相分離性状を確認する。引き続き、細胞
内における SRタンパク質ファミリーの液-液相分離について核スペックルの融合などの液滴・相分離変



化を観察し、SRタンパク質の液-液相分離のリン酸化依存性について、活性型、不活性型の CLK、およ
び CLK阻害剤 TG003および活性化剤 RECTASを加えて液滴形成変化について検討する。 

(B)においては、中心分子である SFPQについて液滴形成能を確認し、全長 SFPQ、ドメインを区切った
変異体の検討から液-液相分離における重要領域の特定を行う。また、Sfpqの精製蛋白質を用いた in vitro
での液-液相分離評価を進め、Sfpqの作る液-液相分離の詳細な解析のために、Sfpq近傍に位置する液滴
成分を精製し、質量分析および RNA-seq解析からタンパク質と RNAの複合体組成を網羅的に解析する
ことで、その包括的なプロファイルを明らかにする。 

(C)については,トリプレットリピート病と液-液相分離異常について検討するため、筋緊張性ジストロフ
ィーI型（DM1）の CTG異常伸張リピートと、RNA結合タンパク質MBLNおよび CUG-BP1との液滴形
成について検討し、分子病態に関する液-液相分離の変化を検討するとともに、それを正常化する化合物
による DM1新規治療薬の可能性を検討する。ウイルス疾患や、種々の転移がんモデルにおいて、SRタ
ンパク質の発現とスプライシング異常、そのリン酸化抑制による液-液相分離状態の変化の与える影響に
ついて検討し、液-液相分離異常を SRタンパク質リン酸化抑制剤などによって是正することで、癌細胞
の増殖・転移抑制効果を検証する。 
 
４．これまでの成果 

SR タンパク質 SRSF1 の液-液相分離状態を in vitro 再構成系を構築することに成功し、その制御により
COVID19 のようなウイルス感染症や悪性腫瘍に対する効果的な薬剤を開発できる可能性が見出された。
また CDK9阻害剤である FIT-039を作用させることで、マウスモデルで KSHV陽性腫瘍細胞の増殖の顕著
な抑制が認められたため、FIT-039 がウイルス依存的な悪性腫瘍治療薬になり得る可能性が見出された。
これによって、本研究から病的な液-液相分離状態の正常化を図る創薬を実現できる可能性が大きくなっ
ている。 
 
５．今後の計画 
精製 SRSF1タンパク質を用いた液−液相分離の in vitro再構成系を構築することが出来たので、in vitroで
観察された液−液相分離のリン酸化依存的制御機構が、in vivoでも重要な役割を果たしていることを実証
し、その異常に起因する病態を改善する方策を見出すことが次の課題となる。また、Sfpqの機能異常によ
る液-液相分離構造の異常と、それよる転写・RNAプロセシング制御の変化を解析し、正常な液-液相分離
構造の生理機能の解明と、病的液相分離構造による細胞機能の異常を明らかにする。転写・RNAプロセシ
ングを制御する RNAPII を含む流動性の高い液-液相分離構造内の分子複合体を免疫沈降と質量分析によ
り網羅的に同定して、分子制御マシナリーを明らかにしてさらに転写・RNA プロセシングの新たな分子
制御メカニズムの解明を行う。トリプレットリピート病の核内 RNA-RNA結合タンパク質の相互作用につ
いて解析し、我々の保有するリン酸化制御化合物がその核内構造へ与える影響と、治療薬としての開発可
能性について検討する。KSHV ウイルス遺伝子の転写調節を CDK9 経路に依存した RNAPII の液-液相分
離状態を変化させる、新しいカポジ肉腫阻害剤の可能性が見出されたため、その実用化に向けた検討を開
始する。また CLK による SRタンパク質のリン酸化と機能を亢進する薬剤 RECTAS によって、ガン細胞
のネオ抗原の発現が高められる可能性が見出されたため、RECTASをがん免疫増強剤として実用化できる
可能性について検討する。 
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